



















































































実 験  .成 績
 1.HA2ウイルス粒子の観察。シャドウイング標本・超薄切片の両者で平均直径約20Omμ
 (120～450mμ)の球形ウイルス粒子が・多数赤血球膜に吸着した像を観察した。後者の標本で
 は・ウイルス粒子は朋らかに外膜と核様体を有し・核様体は一見斑状を呈する如く配列する微細
 な紐状構造より成る。これはHome等が丑伽mps・Sendaivi迦sで得た所見に酷似する。
 2.HA2-HeLa細胞の超薄切片観察。既に光学顕微鏡で結論づけられた…すべての細
 胞が細胞質内封入体を持つという所見は・低電子線濃度の区劃.として周囲の細胞質より明瞭に区
 別される細胞質内封入体が高頻度に見出されることにより裏付けられた。封入体区劃は略表類円
 形乃至類階円形の輪郭を有しその縁辺は不整不明瞭で・限界膜を持たない。内部には正常細胞質
 成分を含まず・個々の細胞が持つ封入体の数・大きさ・細胞質内存在部位は不定で・ゴルジー野
 との密接な関連性も認め得ない。封入体内部は低電子線濃度の極微細な顆粒乃至索状成分より構
 成される。その基本顆粒成分は皿1adeのRNA顆粒と同等程度の15mμ～20mμ・,或いはより幾
 分か小さいように観察されるが・その電子線濃度は低く為にその形状・大きさ共に正確な判別は
 不可能である。以上の所見はKa1㎞蹴等がmeaslesviru8感染Hem細胞で示した封入体の電
 顕像に極めて近似である。封入体内部には,・他にしばしば高電子線濃度の顆粒及び線状構造成
 分が不規則な形状のIJ・'集合像として1～数ケ含まれるのが観察される・(写真4・c11及びc12)。
 封入体周辺には時に粗面小胞体が封入体を取囲むよう・醜列する像をみたが・それ以外・ミトコン
 ドリア・小胞体その他の正常細胞質成分には対照正常細胞と異なる如ぎ著明な変匪像所見を認め
 ず・異常なラメラ構造・管状構造なども見当らない。即ち封入体部分以外の細胞質に正常撫胞と
 の差異を全く認め得なかった。核内封入体は観察したすべての細胞で認められず・核にも正常細
 胞との差異を全く認め得なかった。
 先に赤血球膜吸着標本で明らかにした如きウイルス粒子は,封入体内部は勿論細胞内の何れの
 苦紛にも全くその存在を認め得なかったが,細胞表面の観察では・稀に小細胞質突起に接して存
 在する幾つかのウィノヒス粒子の存在が認められた。しかし・Morgan・・Ba㎎等がインフルエン
 ザ感染鶏胚漿尿膜で示した如ぎ明瞭なウイルスの表面増殖像は認め得ずに終った。
 以上の所見は実験に用いた範囲のすべての標本で恒常的に得られ・継代世代・培養日数の相違
 による差異を全く認め得なかった。
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 現在迄多くの電顕観察が・tox1ce騨e8siα1をとるウイルス合成の過程については行なわれ
 てきたが・persistentinfecti㎝の形をとる系についての観察は知られていない。後者の最も
 典型的な一例と思われたのが我々の実験室で得られたので・その電顕観察を行なったところ,光
 学的に封入体を認める部位に一致して低電子線濃度の区劃として他の細胞質成分より区別される
 部位が認められた。しかし・組織化学的検索ではRNPの性質を有し・螢光抗体法でウイルス抗
 原の在性を示すこの封入体には電顕的検索ではウイルス粒子は見当らなかった。細胞表面のmi-
 crσvilIiの尖端に僅かではあるがウイルス粒子構造を認めた事実と考えあわせると,封入体はウ
 イルス蛋白合成の場では青るが・ウイルス粒子完成の場ではないと結論して差支えあるまい。
 封入体部分は,多くの細鱗学的手法による観察ではHaloを伴ったが,電顕像ではH誠。の存
 在を認めなかった。既にVacci煎aなどで指摘されたように・旧来認められてきた封入体が染色
 法自体に基くαrtifacもである事実につながるものであろう。叉螢光抗体法で・殊に後期にはウイ
 ルス抗原の高濃度の局在が封入体周辺に認められたが,之を支持する電顕像も得られなかった。
 ウイルス蛋白の合成が朋らかにこの封入体で行なわれている時・果して細胞質内の他の成分が
 如何なる行動をとるか,殊にこのようなper8ist㎝亡i1㎡ec七i㎝の系では興味が持たれたが・こ
 の実験の範囲内では封入体部分にはミトコγドリア・小胞体の如き正常細胞質内成分は含まれず・
 交周囲の細胞質内成分及び核には正常HeLa細胞との間に何等区別が認められない事を結論とし
 て得た。従って・ウイルス合成を示唆するものはこの低電子線濃度を有する区劃の内部に不規則
 な蛇行を示して配列する紐状の構造ということになる。その構造を構成する成分はRNA顆粒で
 あるpa璋e嚇tと有径こそ略近似であろがその電子線濃度は明らかに低い・この説明1湧羅
 獣撹α∬厩i㎝により分詞を得て追求すべく実験中であるが・染色化学の所見と考えあわせて,
 S-RNAの形の粒子が大量に存在することが考えられる。
 なお・最初に示したIi△2ウイルスの赤血球吸着標本の超薄切片作製法は・て)手技それ自体が
 簡易で且つ正常成分との分別に適すること。2)少量の材料で可能なこと。5)しかも得られた標本
 はcore構造をよく示していることよ9応用准の広い一新法を提示したものと云える。
結 論
 1)猿腎細胞培養のIlemadsorpti㎝type2(恥2)ウイルスを超i遠心で精製濃縮後・赤血球
 に吸着せしめ・シャドウイング標本及び趨薄切片を得て直径約20Omμ(120～450mμ)のcore構
 造を有するウイルスであることを確めた。超薄切片を得るために・フォルマリン水に対し吸着赤
 血球を透析して固定と溶血を同時に行なうという新方法をあみ出した。
 2)IIA2ウイルスの持続感染状態にあるHeLa細胞の細胞質に.みられるR卜;P性封入体には
 完成ウイルス粒子は見当らず・低電子線濃度の区劃として認められた。封人体の内部には正常細
 胞質成分を含まずi紐状の独自な構造が認められた。
 5)細胞表面にウイルス構造を示す粒子像を見出したが・この系のウイルス学的特性からも示
 唆される如く・その数は極めて少なかった。
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写纂説明
 HA2クイルス吸着ニワトリ赤血球膜(白金・パラジウム蒸着)。
×2400
 HA2ウイルス吸着ニワトリ赤血球の超薄切片。
 Cm:細胞膜,N:核・矢印のウイルス粒子は核様体構造を特に
 明瞭に示す。×8,500
 HA2-HeLa細胞の超薄坊片。
 CI二細胞質内封入体,M:ミトコγドリア鼻Er:小館体,
 G:ゴルジー野,ILg:リピツド顆粒.×%00
 細胞質内封入体の拡大像。
 Mv:細胞質突起×20200
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審査結果要旨
 Mめのviruspara冖冠1uenzae七ype1は2つのウイルス,貝1]ち仙倉ウイルスとHemadsorpti-
 onvin18もype2(HA2)を包括している。両者は共通抗原を有するが故である。HeLa細胞
 を用い両ウイルスの感染経過を追うと,仙台ウイルスはウイルス合成と共に細胞変性効果を示し
 細胞を破壊する。所謂toxicexpres8ionである。ところがHA2ウイルスは、HeLa細胞に感.
 染させるとウイルス合成は起るにも拘らず細胞はその分裂速度に伺等影響を蒙らず正常のHeLa
 細胞と同様に増殖し,9ケ月にもわたって実験室で継代培養されている。所謂moderate留pre-
 S8ionで・細胞はcarriercdtureの状態にある。
 結局この細胞は・自分自身のrePlicaむi㎝もViru8のrePlica七i㎝も同時に何等支障なく行な
 っているわけで・その機作を解明すべくウイルス学的にも細胞化学的にも多くの仕事がなされた
 が,著者はこの系についてウイルス粒子合成の場を求めて電顕観察を行なった。
 手技の一切は省略するが・先ず猿腎細胞で培養したウイルスを超遠心で沈降せしめ,赤血球に
 吸着させて正常成分と分離し独自の新手法で標本を得て電顕観察を行なうと.薗径約20Omμ
 (120～450mμ)の球形粒子が観察された。更にこの吸着赤血球の超薄切片を得て・ウイルス
 粒子にcore構造のあることを見出した。HeLa細胞で之等ウィルス粒子が合成されているとす
 れば,HeLa細胞の何処かで之等粒子が発見されねばならない。既に螢光抗体法を併用した細胞
 化学的翫究で確立された知識から朋らかなように・すべての細胞内に細胞質内封入体が認められ,
 こ辞こは螢光抗体法でウイルス抗原の蓄積が証明されている。封入体はeo8ino口hilicでpyro-
 ninをとりFeulgen陰性でAcridinora㎎eでもRNAであることが示された。従って先ず封入
 体の場を電顕で徹底的に追求してみたが,この揚は低電子線濃度を示す部分として擶囲より明瞭
 に区別されるが限界膜は見当らない。内部は極めて微細な顆粒より成り網状乃至索状構造を示す
 が,.ひとつひとつの顆粒はPaladeのRNA顆粒と大ざさこそ略近似であるが,その電子線濃度
 は明らかに低い。正常の赤出胞質内成分たるミトコンドリヤや小胞体は封入体内部に認め困扇封入体の
 周辺には時に粗面小胞体が封入体を取囲むよう配列する像をみた。しかし培養日数の何れをえら
 んでも封入体内は勿論,細胞内に完成したウイルス粒子は見出されなかった。なお稀に僅かでは
 あるが細胞表面にウイルス粒子の存在が認められた。結局粒子完成の場は恐らくは,細胞表面で
 あって,封入体はウイルス抗原合成の場ではあるがウイルス粒子完成の揚ではないも。)と結論さ
 れ・恐らくはここにS-RNAと共に大重のウィルろ抗原が存在するもの迄推定される。
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